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要"目的
!

通过分析鲍曼不动杆菌"

*K

$碳青霉烯类药物耐药和敏感菌株蛋白指纹图谱!了解碳青霉烯类药物耐药菌株

亲缘性远近的临床应用价值%方法
!

收集临床分离对碳青霉烯类药物耐药"

""

株$和敏感的
*K

"

!1

株$!利用表面增强激光解析

电离飞行时间质谱技术"

_\[,Y>?aW>0_

$检测细菌蛋白质指纹图谱%采用
P;@LGDTADg;RGDJ'#!

软件分析碳青霉烯类药物耐药

和敏感
*K

相关差异蛋白!采用
_-__!&#%

对差异蛋白进行聚类分析!追溯其临床感染的亲缘性%结果
!

碳青霉烯类药物耐药与

敏感的
*K

菌株间蛋白质谱的表达差异有统计学意义"

"

&

%#%$

$%聚类分析结果显示碳青霉烯类药物耐药
*K

在院内的分布以

*

型为主!

P

型次之%结论
!

聚类分析碳青霉烯类抗菌药物耐药的
*K

蛋白质谱结果能够判断细菌亲缘关系远近!可为
*K

感染

和临床流行病学调查提供理论依据%

关键词"鲍曼不动杆菌#

!

表面增强激光解析电离飞行时间质谱技术#

!

聚类分析#

!

蛋白组学
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鲍曼不动杆菌$

*K

&大量存在于医疗环境中#常常可导致

严重的院内感染#根据
"%!'

年
.̀ Y)\?

数据显示#

*K

的临床

分离率已高于铜绿假单胞菌#位居非发酵菌临床分离率第一

位'

!

(

)碳青霉烯类药物是
$

>

内酰胺类抗菌药物)近年来关于

*K

耐碳青霉烯类抗菌药物的报道越来越多#患者一旦感染对

碳青霉烯类药物耐药的
*K

#常规抗菌药物基本治疗无效#患者

往往死于无药可选'

"

(

#因而如何治疗对碳青霉烯类抗菌药物耐

药的
*K

感染已经成为一个棘手的问题)随着表面增强激光

解析电离飞行时间质谱技术$

_\[,Y>?aW>0_

&的广泛应用#蛋

白组学在细菌耐药机制方面的应用也越来越多)本研究采用

_\[,Y>?aW>0_

技术检测对碳青霉烯类药物耐药的
*K

株蛋

白质表达谱#寻找碳青霉烯类药物耐药和敏感菌株之间的微量

差异蛋白#通过对耐药菌株蛋白质指纹图谱进行聚类分析#探

讨蛋白质组学在
*K

亲缘性方面的价值#为院内
*K

的感染和

流行病学调查提供合理的依据)

A

!

材料与方法

A#A

!

菌株来源
!

收集
"%!!

年
!

月至
"%!'

年
7

月本院临床分

离的
*K7%

株#剔除同一患者同一部位分离的菌株#其中碳青

霉烯类药物耐药和敏感菌株分别为
""

株和
!1

株)

A#B

!

仪器与试剂
!

0;+D@_+G=gG/T*MG

I

&2

全自动微生物鉴

定"药敏测试系统及其配套试剂$德国西门子公司&#蛋白芯片

时间质谱仪$

-P_

)

.

&$

.;

C

EAD

H

A=P;@<

I

<6AL<Y=+

&#

*Q

芯片

$美国
P;@>(GJ

公司&#低温台式高速离心机$

$7!$,

&$德国
\

C

>

C

A=J@F

公司&#芥子酸$美国
P;@>(GJ

公司&#三氟乙酸*甲酸*胰

岛素$美国
_;

H

LG

公司&#亚胺培南和美罗培南药敏纸片$

aB@;J

公司&)

A#C

!

方法

A#C#A

!

细菌鉴定和药敏试验
!

全部
*K

均通过菌落形态#革

兰染色后镜下形状及
0;+D@_+G=gG/T*MG

I

&2

全自动微生物

鉴定"药敏测试系统获得)用亚胺培南*美罗培南药敏纸片对

经仪器鉴定为亚胺培南耐药的
*K

采用纸片扩散法$

O>P

法&

进行验证)试验操作及药敏结果参照
"%!%

年美国临床和实验

室标准化协会$

.[_Y

&标准执行)所有
*K

经检测鉴定后冻存

于
51% ^

冰箱)药敏试验所用质控菌株为!大肠埃希菌

*?.."$&""

*

*K*?..!&2%2

)所有
*K

菌株经鉴定后保存于

51%^

冰箱)
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A#C#B

!

细菌复苏与蛋白质提取
!

将
51%^

保存的
7%

株
*K

菌株常温下放置
'%L;=

后接种于巧克力平板#

2#$4 .a

"

#

'$^

#培养
!2

!

"7E

分离出纯菌落)蛋白质的提取采用有机

溶剂沉淀提取法#在低温下$

7^

&进行操作'

'>$

(

)

A#C#C

!

质谱检测与分析
!

严格按照
-P_

)

.

型蛋白指纹图

谱仪操作规程进行操作#经过样品混合液的制备*芯片活化和

点样三个步骤)设置仪器运行条件!开始检测相对分子质量为

!%%%b!%

'

%检测最高限为
!%%%%%b!%

'

#优化限为
"%%%b

!%

'

!

"%%%%b!%

'

%开始激光强度为
"%%

%开始检测灵敏度为
1

%

对结合在芯片表面的细菌蛋白质进行检测#质谱检测采用标准

蛋白对照液$胰岛素#

$3''#$1

&#二维内标法进行质量控制'

2

(

)

使用
.;

C

EAD

H

A=-D@6A;=.E;

C

软件对蛋白质质谱数据进行分

析#以质荷比$$

0

"

f

&为横坐标#以波峰强度$蛋白质相对浓度&

为纵坐标绘制质谱图)

P;@0GDTADg;RGDJ_@F6MGDA

计算碳青

霉烯类耐药和敏感菌株的蛋白质相对浓度#两组蛋白质峰值间

比较采用
!

检验#筛选出差异蛋白$

"

&

%#%$

&)

A#D

!

统计学处理
!

采用
_-__!&#%

统计软件进行聚类分析#

根据数据特点选择离差平方和聚类法$也称
gGDJ

聚类法&)

B

!

结
!!

果

B#A

!

*K

蛋白质指纹图谱
!

通过
-P_

)

.

型蛋白指纹图谱仪

检测结合在
*Q

芯片上的
*K

蛋白质#获得
""

株对碳青霉烯类

药物耐药和
!1

株对碳青霉烯类药物敏感的菌株#

*K

蛋白质指

纹图见图
!

)碳青霉烯类药物耐药与敏感菌株蛋白质比较#

"7

个蛋白质峰差异有统计学意义$

"

&

%#%$

&#从其中筛选质荷比

分别为
""''#%

*

"&72#'

*

'&31#'

*

7'32#&

*

772!#&

*

13'2#1

的

蛋白质进行聚类分析#见表
!

)

!!

横轴!质荷比
*P''

#碳青霉烯类药物耐药菌株%纵轴!峰强度

*P'7

#碳青霉烯类药物敏感菌株)

图
!

!!

碳青霉烯类药物耐药与敏感
*K

菌株蛋白指纹图谱

表
!

!!

用于聚类分析的差异蛋白质

0

"

f " 0\*)>( _,>( 0\*)>_ _,>_

""''#%7'$"' %#%%"32$ %#$!!"11 !#"!&1'' !#7'"$%" %#332323

"&72#'''%"" %#%''7&2 '#1"22&3 '#&%3'"' 7#37$!$' "#!'$$71

'&31#'!2&&" %#%''7&2 !#&$"7!% !#7%33%7 !#!%%2"! %#&!!$2%

7'32#&'1&3" %#%"&"'1 !#7"1122 %#1!$213 "#"2"''7 !#"!723&

772!#&%2'7" %#%"3"&% "#271!1& !#$%11"3 7#"%&3%7 "#!77'37

13'2#1'%37" %#%"'3"1 7#$1%&71 '#"$17'% 2#3'!22! '#%%""12

!!

0\*)

!均值%

_,

!标准差%

0

"

f

!质荷比%

(

!碳青霉烯类药物耐药菌组%

_

!碳青霉烯类药物耐敏感组)

表
"

!!

""

株
*K

聚类分析

阶
群集组合

群集
!

群集
"

系数
首次出现阶群集

群集
!

群集
"

下一阶

! !! !1 !#271 % % !%

" 1 !& '#$1& % % !'

' 3 !' $#322 % % !3

7 & "" 3#&$" % % $

$ & !3 !!#''" 7 % 2

2 ! & !7#&&% % $ !!
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!% 7 !! '$#17" 1 ! !2

!! ! !% 7'#21% 2 % !7
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!' " 1 2'#373 3 " !3

续表
"

!!

""

株
*K

聚类分析

阶
群集组合

群集
!

群集
"

系数
首次出现阶群集

群集
!

群集
"

下一阶

!7 ! !$ 3$#%"! !! % !2

!$ !" "% &"#%$2 & % !1

!2 ! 7 !!'#72" !7 !% !&

!3 " 3 !'3#'!% !' ' !&
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B#B

!

聚类分析结果
!

""

株碳青霉烯类药物耐药的
*K

聚类分

析见图
"

$见,国际检验医学杂志-网站主页/论文附件0&)横

轴为标本之间的差异水平#纵轴代表聚类的标本)在差异水平

值$欧氏距离&为
!%

时#聚类分析结果将
""

株碳青霉烯类药物

耐药的
*K

分成
*

型*

P

型#从图
"

中可以看出碳青霉烯类药

物耐药的
*K

分布以
*

型为主#

P

型次之)

*

型又分为
*!

*

*"

+
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两个亚型#并以
*!

为主#

P

型也分为
P!

*

P"

两个亚型#并以
P"

为主)

""

株
*K

聚类分析见表
"

)

C

!

讨
!!

论

近年来#在微生物研究方面用
_\[,Y>?aW>0_

蛋白芯片

技术已获得越来越多有意义的成果)通过比较待测微生物和

其他微生物的蛋白指纹图谱#可以找到待测微生物的特异蛋

白#通过比较某种细菌耐药和敏感菌株的蛋白指纹图谱可以分

析该种细菌对某种药物产生耐药的蛋白质组学原因)解春宝

等'

3

(通过
_\[,Y>?aW>0_

技术建立铜绿假单胞菌蛋白指纹图

谱诊断模型#快速鉴定铜绿假单胞菌)黄文芳等'

1

(通过
_\[>

,Y>?aW>0_

技术为血流感染病原菌的快速鉴定提供了新

思路)

余琳等'

&

(对分离自呼吸重症监护病房$

(Y.c

&的多重耐药

鲍曼不动杆菌$

0,(*P

&基因同源性进行流行病学分析#发现

0,(*P

曾在
(Y.c

有小范围的爆发流行)本研究采用
_\[>

,Y>?aW>0_

技术分析碳青霉烯类药物敏感与耐药
*K

的蛋白

表达#结果显示在相对分子质量为
"%%%b!%

'

!

"%%%%b!%

'

范围内的蛋白质峰中有
"7

个差异具有统计学意义$

"

&

%#%$

&)将差异蛋白经过聚类分析显示碳青霉烯类药物耐药的

*K

分布以
*

型为主#

P

型次之#

*

型分为
*!

和
*"

两个亚型#

并以
*!

为主#

P

型也分为
P!

*

P"

)从聚类表中看到
!!

和
!1

号标本系数最小#距离最近#蛋白质数据最接近#被同时归为

*!

型#经查阅患者原始资料后发现
"

株
*K

是在同一个月从

同一科室患者痰液标本分离而得#说明
"

株
*K

间亲缘最近#

有可能来源于同一株
*K

)

1

号和
!&

号标本系数仅次于
!!

和

!1

号标本#蛋白质数据也很接近#聚类分析也被同时归为
*"

型#查阅患者原始资料#也是在同一个月从同一科室患者痰液

标本分离而得#说明两次分离所得的细菌也可能来源于同一株

*K

)以上结果说明#本院临床分离
*K

曾在小范围内发生爆发

流行#临床医生可通过本研究尽早了解本科室感染患者的互相

感染#并采取措施预防和控制碳青霉烯类耐药菌株的流行)

本研究利用
_\[,Y>?aW>0_

技术初步筛选了碳青霉烯类

药物敏感和耐药的
*K

差异蛋白#但能否将此差异蛋白分离*

纯化及鉴定#然后作为
*K

碳青霉烯类药物耐药和敏感的蛋白

标志物#用于临床的诊断与鉴别诊断的可行性尚需进一步研

究)虽然本试验只是一个初步研究#但为
*K

碳青霉烯类药物

耐药和敏感菌株的诊断与鉴别诊断方面的研究提供了新的方

法和思路)

综上所述#聚类分析碳青霉烯类抗菌药物耐药的
*K

蛋白

质谱结果能够判断细菌亲缘关系远近#可为
*K

感染和临床流

行病学调查提供理论依据)
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